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論文内容要旨
 Aseriesofei)idemiolog・icals七udiesaswellasal/imalandhumanmodelsha.ve
 suggestedaroleoftlユeenvironmentalpollutantssuchasdieselexhaustparticles(DEP)
 andformaldehyde(FA)intriggeringTh2-me〔iiatedallergicresl⊃ollse.
ThepurposesoftbisstudywastoelucidatethecenularbasisoftheroleofFAas
 wellasDEPinthei且ductiollofTh2-domillantrespollse,andtoclarifythosemolecular
 mechanismsbyprofiling・thegelleexpressiollwithmicroarrayal/drealtimePCR.
 Atfirst,wedemonstratedthatFAselectivelysuppressedIFN一γandIL-10mRNA
 expressionan〔iProteinpro(iuction,butnotthoseofIL-40rIL-5,inhuエnanTcellsstimulated
 withanti-CD3/anti-CD28mAb,whichwasidenticaltoourpreviousobservationscolユcernillg'
 theresponsesinducedbyDEP.Therefore,toexplorethemoleculareventsunderlyil/g・the
 diminishedIFN一γandIL-10produc七ionbyDEP-orFA-treatedTcells,weexamined
 theireffec七sonmRNAexpressionbyTcellsstimulatedwithanti-CD3/an七i-CD28mAb
usingmicroarraysandreai-timePCR.Byreal-timePCR,wefoundthatbothDEPand
FAsignificantlysuppressedmRNAexpressionofT-bet,Txkandc-Mafbutnotthatof
GATA-3,SOCS3,SOCS5,0rGadd45b.Themicroarraysrevealedsignifical/taugmenta-
 tionsof七woFoxO3a-dependentgenes,G工LZandGadd45a,inadditiontoseveralother
oxidativestressgelles,whichwasconfirmedbyrea1-timePCR.TreatmentofTcells
 withN-acetylcystein,whichpartiallyrecoveredtheIFN一γmRNAandprotein
production,didnotrestoreT-betorTxkmRNAbutsuppressedtheaugmelltationof
Gadd45amRNA.
 ThesedatasuggestthatbothDEPandFAmodulatemRNAexp1・essionofseveral
transcriptionfactorsthatplayaroleinTcellstimulationorTh1/Th2deviation.
 Amongthem,Ga〔id45aand/orGILZgenesinDEP-orFA-treatedTcellsmaylinkthe
 stressresponsewith七hecliminishedIFN一γandIL-10pro(iuction.
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 審査結果の要旨
 研究目的ディーゼル排気微粒子(DEP)とホルマリン(FA)は,共にTh2細胞により引き
 起こされるアレルギー反応のtriggerとなりうることが一連の疫学的研究,動物やヒトでの研究
 で示されてきた。また細胞レベルでの研究で,DEPは,単球由来樹状細胞の刺激後のIL-12産
 生を低下させ,また,丁細胞刺激後のIFN一γ産生と,免疫抑制性のサイトカインであるIL-10
 の産生を低下させることが報告された。
 本研究の目的は,FAが細胞レベルで丁細胞のサイトカイン産生にどのような影響を与えるか
 を調べること,またそのメカニズムを解明するため,分子レベルでどのような事象が生じている
 のかについてDEPの影響と共に解析することである。
 研究方法健常者末梢血丁細胞を分離し,DEPおよびFAで1時間処理後にCD3/CD28Tcell
 expanderで刺激を加え,一定時間後に細胞を回収した。FA処理群についてはIL-4,IL-5,IL-8,
 IL-10,IFN一γの遺伝子発現につきrealtime-RT-PCR(6時間後)で,また上清中のタンパク
 産生をELISA(48時間後)で検出した。次にDEP,FA処理群について,Th1/Th2に特異的
 な分・子の遺伝子発現をrealtimeRT-PCRで検討した。また,さらに面癖の細胞をマイクロア
 レイ法で比較検討した。独立した3実験を行い,統計処理によって有意に変動している遺伝子を
 検出した。いくつかの遺伝子についてrealtimeRT-PCRでも確認し,さらに抗酸化剤
 N-ace七ylcysteieneを加えることによる影響を観察する。
 研究結果ヒト丁細胞において,FAが選択的にIFN一γとIL40産生をmRNA,タンパクのレ
 ベルで抑制することが示された。一方,IL-4,IL-5に関しては有意な変動は観察されなかった。
 これらの結果は,DEPによる丁細胞への影響と同様であった。
 以上から,DEPやFAの丁細胞におけるIFN一γ,IL-10産生抑制効果の分子レベルでのメカ
 ニズムに興味を持ち,正常ヒト丁細胞を抗CD3/CD28mAbで刺激する際にDEPまたはEA
 で処理した群と無処理群の遺伝子発現の相違を,マイクロアレイ法およびRealtimeRT-PCR
 で比較した。その結果,Thl/Th2分化に関与する分子の中で,DEPおよびFAはT-bet,Txk,
 c-Mafの遺伝子発現量を有意に減少させたが,GATA-3,SOCS3,SOCS5,Gadd45bには有
 意な影響を及ぼさなかった。さらにマイクロアレイの結果,いくつかの酸化ストレス応答性の遺
 伝子の発現上昇と,やはり酸化ストレスによって転写因子FoxO3a依存性に発現してくること
 が知られているGILZ,Gadd45a遺伝子の発現一ヒ昇が検出された。これらの結果は,Realtime
 RT-PCRによっても確認された。
 次に丁細胞をNACで処理することにより,FAによるIFN一γの低下は,遺伝子,タンパク
 レベルで回復したが,T-bet,Txkは回復しなかった。またNAC処理によってGad〔145aの発
 現上昇は有意に抑制された。
 結論以上のデータから,DEPやFAは丁細胞の刺激またはTh1/Th2偏向に関与するいくつか
 の転写因子の遺伝子発現に影響を及ぼすことが示唆された。これらのうち,Gadd45a,GILZは
 丁細胞においてストレス応答とIFN一γ,IL-10産生抑制を結びつける分子である可能性がある。
 研究の意義・独創的な点DEPやFAが疫学的,実験的にアレルギー疾患を引き起こす環境因
 子であることは数多く報告されてきた。しかし,それらが免疫系を攪乱するメカニズムについて
 は未だ明らかになっていない部分が多い。今回,FAが丁細胞のTh!/Th2型サイトカイン産生
 にDEPと共通のパターンをもたらすことを初めて見出した。そして抗酸化剤を用いた検討で,
 IFN一γ,IL-10の減少は,酸化ストレスが加わることによることで生じることが分かった。また,
 Th1/Th2に特異的なシグナル伝達に関わる代表的な分子の遺伝子発現にどのような影響を与え
 るかを検討した。さらに,遺伝子発現の変動をマイクロアレイ法によって網羅的に解析すること
 により,DEPやFAの処理によって共通してGILZ,Gadd45aが発現上昇することがわかった,)
 今回の研究は環境汚染物質に対するストレス応答と免疫応答を結びつける遺伝子を探索し,その
 メカニズムを解明する端緒となるものであると考えられる。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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